Сравнение профиля генной экспрессии колониеформирующих эндотелиальных клеток из периферической крови человека и эндотелиальных клеток коронарной артерии by E. Velikanova A. et al.
УДК 577.21: 611.018.74:576.535.2
1Федеральное государственное бюджетное научное учреждение «Научно-исследовательский институт 
комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», Сосновый бульвар, 6, Кемерово, Российская 
Федерация, 650002; 2Федеральное государственное бюджетное учреждение науки Институт химической 
биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской академии наук, пр. академика 
Лаврентьева, 8, Новосибирск, Российская Федерация, 630090
Для корреспонденции: Елена Анатольевна Великанова, velikanova_ea@mail.ru; адрес: Сосновый бульвар, 6, Кемерово, 
Россия, 650002
Corresponding author: Elena A. Velikanova, velikanova_ea@mail.ru; address: 6, Sosnoviy blvd., Kemerovo, Russian Federation, 
650002
Е.А. Великанова1 , А.Г. Кутихин1, В.Г. Матвеева1, А.Е. Тупикин2, М.Р. Кабилов2, Л.В. Антонова1
DOI 10.17802/2306-1278-2020-9-2-74-81
Основные положения
• Колониеформирующие эндотелиальные клетки (КФЭК) рассматриваются как перспективная 
клеточная популяция для предварительной эндотелизации тканеинженерных медицинских изде-
лий. При этом остается неясной степень сходства или различия между КФЭК и зрелыми сосуди-
стыми эндотелиальными клетками, в том числе в отношении генной экспрессии. В то же время 
эта информация необходима для понимания перспективности длительного функционирования 
тканеинженерных изделий, заселенных КФЭК. 
• Данная работа является первой попыткой масштабного сравнения профиля генной экспрес-
сии КФЭК и культуры эндотелиальных клеток коронарной артерии человека, выбранных как при-
мер зрелых эндотелиальных клеток.
СРАВНЕНИЕ ПРОФИЛЯ ГЕННОЙ ЭКСПРЕССИИ КОЛОНИЕФОРМИРУЮЩИХ 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ИЗ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА И 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК КОРОНАРНОЙ АРТЕРИИ
74 омплексные проблемы сердечно-сосудистых заболеванийК
Цель
Сравнительный анализ профиля генной экспрессии колониеформирующих 
эндотелиальных клеток и эндотелиальных клеток коронарной артерии чело-
века на основе результатов полнотранскриптомного секвенирования.
Материалы и
методы
Культура колониеформирующих эндотелиальных клеток получена из перифе-
рической крови пациентов, перенесших чрескожное коронарное вмешатель-
ство. Первичные эндотелиальные клетки коронарной артерии были приоб-
ретены у Cell Applications (300K-05a, США). Клетки лизированы тризолом с 
последующим выделением тотальной РНК и сопутствующей обработкой ДН-
Казой. Проводилась деплеция рРНК с дальнейшим конструированием ДНК-би-
блиотек. Концентрация ДНК-библиотек определялась с помощью количествен-
ной полимеразной цепной реакции с детекцией результата в реальном времени 
на амплификаторе CFX96 Touch (Bio-Rad, США). Далее ДНК-библиотеки сме-
шивались эквимолярно и секвенировались на платформе HiSeq 2000 (Illumina, 
США) с длиной парно-концевых прочтений 2 × 125 нуклеотидов.
Результаты
Полнотранскриптомное секвенирование продемонстрировало, что колониефор-
мирующие эндотелиальные клетки были схожи с первичными эндотелиальными 
клетками коронарной артерии в отношении их профиля генной экспрессии, при 
этом гиперэкспрессировали специфичные маркеры всех направлений эндотели-
альной дифференцировки (NRP2, NOTCH4, LYVE1), в особенности лимфатиче-
ской (LYVE1), и обладали повышенной экспрессией генов компонентов внекле-
точного матрикса и базальной мембраны (COL1A1, COL1A2, COL4A1, COL4A2).
Заключение
Базовый профиль генной экспрессии колониеформирующих эндотелиальных 
клеток близок к таковому у эндотелиальных клеток коронарной артерии, что 
свидетельствует о применимости колониеформирующих эндотелиальных кле-
ток для заселения трубчатых полимерных каркасов перед имплантацией для 
улучшения их кратко- и долгосрочной проходимости.
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Highlights
• Colony-forming endothelial cells (CFEC) are considered to be a promising cell population for 
preliminary endothelization of tissue-engineered medical devices. However, the degree of similarity/
difference between CFEC and mature vascular endothelial cells, including relation to gene expression, 
remains unclear. At the same time, this information is necessary to understand the prospects for long-
term functioning of tissue engineered products populated by CFEC. 
• This study is the first attempt at a large-scale comparison of gene expression profiles of CFEC and 
endothelial cells culture of human coronary artery, selected as an example of mature endothelial cells.
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COMPARISON OF GENE EXPRESSION PROFILES OF HUMAN PERIPHERAL BLOOD 
DERIVED ENDOTHELIAL COLONY-FORMING CELLS AND CORONARY ARTERY 
ENDOTHELIAL CELLS
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Aim
To compare gene expression profiles of CFEC to human coronary artery endothelial 
cells, based on the results of whole transcriptome analysis.
Methods
CFEC were isolated from peripheral blood of patients during percutaneous 
coronary intervention. Human coronary artery endothelial cells were purchased 
from Cell Applications (300K-05a, USA). Cells were lysed with TRIzol with 
the following total RNA isolation and DNAse treatment. Then rRNA depletion 
was performed, followed by DNA library preparation. DNA libraries were then 
quantified by qPCR (CFX96 Touch, Bio-Rad, USA), pooled in equimolar amounts 
and sequenced (HiSeq 2000, Illumina) using 2 × 125 bp chemistry.
Results
RNA-seq demonstrated that CFEC were generally similar to human coronary artery 
endothelial cells, regarding their global gene expression profile. However, CFEC 
overexpressed specific markers of all endothelial lineages (NRP2, NOTCH4, 
LYVE1), in particular, lymphatic EC (LYVE1) and had upregulated extracellular 
matrix and basement membrane genes (COL1A1, COL1A2, COL4A1, COL4A2).
Conclusion
Baseline gene expression in CFEC is close to that of human coronary artery 
endothelial cells, testifying about their utility for the seeding of tubular scaffolds 
before the implantation to improve their short- and long-term performance.
Keywords
Colony-forming endothelial cells • Peripheral blood mononuclear cells • Coronary 
artery endothelial cells • Gene expression • RNA-seq • Transcriptome profiling • 
Transcriptomic signatures
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Введение
Ограниченный выбор аутологичных сосудов, кото-
рые могут быть использованы при аортокоронарном 
шунтировании, определяет потребность в искусствен-
ных протезах сосудов малого диаметра. Наиболее пер-
спективными представляются разработки тканеинже-
нерных кровеносных сосудов на основе биодегради-
руемого полимерного каркаса, которые предполагают 
постепенное замещение материала графта тканями 
образующегося на его месте сосуда [1]. 
Поскольку основной проблемой имеющихся на 
сегодняшний день разработок протезов сосудов
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малого диаметра является тромбоз, чрезвычайно 
важное значение приобретает ранняя эндотелиза-
ция поверхности протеза [2–5], в том числе заселе-
ние поверхности эндотелиальными клетками (ЭК) 
в условиях in vitro. 
Среди большого количества потенциальных 
источников клеток для заселения графтов привле-
кают внимание колониеформирующие эндотели-
альные клетки (КФЭК), которые обладают высоким 
ангиогенным и пролиферативным потенциалом [6] 
и могут быть выделены из мононуклеарной фрак-
ции крови [7, 8]. В целом вопрос наиболее подхо-
дящего для использования в тканевой инженерии 
типа эндотелиальных клеток является дискусси-
онным. Артериальные, венозные и лимфатические 
ЭК имеют существенные различия в их транс-
криптоме, и степень гетерогенности ЭК является 
предметом активного изучения [9, 10]. Поскольку 
адекватное функционирование сосудистого проте-
за напрямую зависит от функционирования эндо-
телиального монослоя, обеспечивающего контроль 
тонуса сосудов и паракринную регуляцию гомеос-
таза [11, 12], важно соответствие выбранной куль-
туры эндотелиальному фенотипу и профилю ген-
ной экспрессии, характерному для зрелых ЭК. 
Для оценки применимости КФЭК для эндотели-
зации сосудистых графтов in vitro впервые изучен 
профиль генной экспрессии дифференцирован-
ных из мононуклеарной фракции периферической 
крови человека КФЭК в сравнении с первичными 
ЭК коронарной артерии (HCAEC) методом пол-
нотранскриптомного секвенирования.
Материалы и методы
Культивирование клеток
Дизайн исследования одобрен локальным этиче-
ским комитетом ФГБНУ «НИИ КПССЗ», пациенты 
подписали информированное согласие на участие в 
исследовании.
Периферическая кровь (20 мл) получена у 8 па-
циентов, перенесших чрескожное коронарное вме-
шательство в ФГБНУ «НИИ КПССЗ» (Кемерово, 
Россия). Выделение и обогащение КФЭК проводи-
лось по модифицированному протоколу M. Kolbe с 
соавт. [13]. КФЭК выделяли с использованием гради-
ента фиколла (Histopaque 1077, 10771, Sigma-Aldrich, 
США). Затем клетки ресуспендировали в культу-
ральной среде EGM-2MV (CC-3202, Lonza, Швейца-
рия), содержащей 5% фетальной бычьей сыворотки 
(SH3007103, HyClone, GE Healthcare, США) и высе-
вали в покрытые коллагеном культуральные флако-
ны (356484, Corning, США). После недели культиви-
рования клетки пересевали в покрытые фибронекти-
ном планшеты (354402, Corning). Клетки снимали с 
поверхности раствором аккутазы (Sigma-Aldrich), 
дальнейший пересев производился по достижении 
70–80% конфлюэнтности. Иммунофенотипирова-
ние и функциональный анализ полученной культуры 
КФЭК проводили на 19–22-е дни культивирования. 
Первичные ЭК коронарной артерии человека 
приобретены у Cell Applications (300K-05a, США) 
и культивировались в соответствии с инструкцией 
производителя.
Полнотранскриптомное секвенирование
Для полнотранскриптомного секвенирования 
(RNA-seq) использовали КФЭК и HCAEC в количе-
стве приблизительно 10 млн клеток для каждой куль-
туры. Клетки были лизированы тризолом (15596018, 
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, США) с последу-
ющим выделением тотальной рибонуклеиновой кис-
лоты (РНК) при помощи набора Purelink RNA Micro 
Scale Kit (12183016, Invitrogen) с сопутствующей об-
работкой ДНКазой (DNASE70, Sigma-Aldrich). Каче-
ство РНК контролировалось с помощью набора RNA 
6000 Pico Kit (5067–1513, Agilent, США) на приборе 
Bioanalyzer 2100 (Agilent) по индексу целостности 
РНК (RNA integrity number, RIN). Оценка количества 
выделенной РНК проводилась на спектрофотоме-
тре NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) и флюороме-
тре Qubit 4 (Invitrogen). Для 1 мкг выделенной РНК 
проводилась деплеция рРНК посредством набора 
RiboCop rRNA Depletion Kit V1.2 (037.96, Lexogen, 
США) с дальнейшим конструированием ДНК-би-
блиотек (дезоксирибонуклеиновой кислоты) при 
помощи набора SENSE Total RNA-Seq Library Prep 
Kit (042.96, Lexogen). Для каждого образца РНК ис-
пользовался определенный баркод. Качество полу-
ченных ДНК-библиотек анализировалось с помощью 
набора High Sensitivity DNA Kit (5067–4626, Agilent) 
на приборе Bioanalyzer 2100 (Agilent). Концентрация 
ДНК-библиотек определялась с помощью количе-
ственной полимеразной цепной реакции с детекцией 
результата в реальном времени на амплификаторе 
CFX96 Touch (Bio-Rad, США). Далее ДНК-библиоте-
ки смешивались эквимолярно и секвенировались на 
платформе HiSeq 2000 (Illumina, США) с длиной пар-
но-концевых прочтений 2 × 125 нуклеотидов. 
Полученные прочтения фильтровались по каче-
ству (QV >20), длине (>20), также удалялись адап-
терные последовательности с помощью програм-
мы TrimGalore v.0.4.4  (Babraham Bioinformatics, 
Babraham Institute, Великобритания). После филь-
трации среднее количество ридов превышало 10 
млн. Их картирование на геном человека (hg38) с ан-
нотацией Ensembl (v.38.93) проводилось с использо-
ванием программы CLC GW 11.0 (Qiagen) со следу-
ющими параметрами: Similarity fraction = 0.8, Length 
fraction = 0.8, Mismatch cost = 2, Insertion cost = 3, 
Deletion cost = 3; в итоге получены файлы в форма-
те .bam. Для оценки дифференциальной экспрессии 
генов (ДЭГ) использовался мультифакторный стати-
стический анализ в программе CLC GW 11.0, осно-
ванный на отрицательной биномиальной модели.
Значение индекса целостности РНК (RIN), выде-
ленной из вышеуказанных клеточных популяций, во 
всех случаях было не менее 8 (табл. 1), что свиде-
тельствовало о ее высоком качестве и возможности 
использования для RNA-seq (рекомендуемое RIN 
≥7). Количество полученной тотальной РНК во всех 
образцах составляло не менее 29 мкг, что было более 
чем достаточным для проведения деплеции рРНК 
(рекомендуется ≥1 мкг). В результате секвенирования 
ДНК-библиотек получены парные прочтения длиной 
125 нуклеотидов, общий объем которых варьировал 
в диапазоне 1–4 млрд пар оснований, а покрытие со-
ставляло 9,5–42,7 млн ридов. После фильтрации про-
чтений по качеству и длине, а также удаления адапте-
ров их количество практически не изменилось. Кар-
тирование прочтений библиотек на геном человека 
показало, что не менее 97,2% ридов во всех образцах 
соответствовали геному человека. При этом большая 
часть (70,3–93,2%) прочтений приходилась на экзо-
ны, т. е. белок-кодирующую часть генов.
Статистический анализ
Статистический анализ проведен в программе 
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software). Группы срав-
нивались по U-критерию Манна – Уитни. Значения 
p≤0,05 признавались статистически значимыми.
При анализе различий между клеточными куль-
турами статистически значимые ДЭГ определялись 
по кратности изменения ≥2 и скорректированному 
с учетом средней доли ложных отклонений гипотез 
(False discovery rate, FDR) значению p<0,05. Анализ 
обогащения набора генов на основе «Генной онто-
логии» (Gene Ontology) проводился в категориях 
молекулярных функций, биологических процессов 
и клеточных компонентов с использованием Gene 
Set Test в CLC GW. При сравнении групп клеток в 
рассмотрении принимались категории с поддерж-
кой p<0,05 (FDR) и отношением ДЭГ к общему ко-
личеству генов более 50%. 
Результаты
Как показано нами ранее, полученная из перифери-
ческой крови культура КФЭК обладала фенотипом эн-
дотелиальных клеток, демонстрировала характерные 
функциональные особенности (образование микроту-
булярных структур, поглощение ацетилированных ли-
попротеинов низкой плотности и связывание лектина) 
и выраженный пролиферативный потенциал [14].
Следующим этапом работы стал сравнительный 
анализ базового профиля генной экспрессии КФЭК 
и HCAEC. Классификационный анализ полученных 
данных с использованием базы данных «Генной он-
тологии» в отношении функции кодируемых генами 
молекул выявил статистически значимые различия в 
профиле генной экспрессии лишь в отношении по-
вышенной экспрессии генов, кодирующих рецепто-
ры к VEGF (4 ДЭГ из 6 относящихся к данной кате-
гории) между КФЭК и HCAEC (табл. 2). Статисти-
чески значимых различий между КФЭК и HCAEC в 
отношении функции кодируемых генами составля-
ющих клеточные компоненты белков и регулируе-
мых генами биологических процессов не выявлено.
Анализ ДЭГ в отношении их функции в эндоте-
лии показал, что КФЭК в сравнении с HCAEC об-
ладали более высокой базовой экспрессией генов, 
кодирующих панэндотелиальные маркеры KDR (в 
2,2 раза) и VWF (в 3,9 раза) (кодируют VEGFR2 и 
фактор фон Виллебранда соответственно), характе-
ристичный маркер эндотелиальных прогениторных 
клеток CD34 (в 23,9 раза), маркеры венозного эндо-
телия (ген NRP2, в 7,9 раза) и лимфатического эндо-
телия (гены FLT4 и LYVE1, в 11,6 и 45,7 раза соот-
ветственно), а также субъединицы основного белка 
базальной мембраны эндотелия коллагена IV типа
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Таблица 1. Контроль качества РНК, ДНК-библиотек и результатов секвенирования
Table 1. Quality control of RNA, DNA libraries, and RNA-seq results
Образец / 
Sample ID
РНК, мкг / 
RNA, µg RIN
ДНК-библиотеки, 
нуклеотидов / DNA 
library average 
length, nucleotides 
Покрытие, млн 
ридов / Coverage, 
million reads
Процент прочтений 
(hg38) / Percent of 
reads mapped to hg38
Процент прочтений 
(экзоны) / Percent of 
reads mapped to exons
КФЭК / CFEC
P1 48,8 9,7 356 15,7 98,2 84,9
P2 34,0 9,2 354 14,5 98,4 84,5
P3 37,2 9,0 389 42,7 98,2 82,2
P4 31,8 9,4 360 9,5 98,2 84,1
HCAEC
K1 41,4 9,4 392 25,7 98,3 93,2
K2 32,4 9,5 359 18,5 98,4 88,7
K3 37,8 9,0 360 18,7 98,1 82,5
K4 31,2 9,4 396 10,6 97,2 86,3
Примечание: ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота; КФЭК – колониеформирующие эндотелиальные клетки; РНК – рибонуклеиновая кислота; HCAEC – эндотелиальные клетки коронарной артерии; RIN – индекс целостности РНК.Note: DNA – deoxyribonucleic acid; CFEC – colony-forming endothelial cells; HCAEC – human coronary artery endothelial cells; RIN – RNA integrity number; RNA – ribonucleic acid.
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Таблица 2. Анализ обогащения набора генов на основе «Генной онтологии» для ДЭГ между КФЭК и HCAEC (соотношение 
ДЭГ к общему количеству генов в термине более 50%)
Table 2. Functional enrichment analysis of DEGs between CFEC and HCAEC according to the GO categories (only categories with 
the proportion of DEGs within the GO term to the total number of genes within the GO term > 50% showed)
Примечание: ДЭГ – дифференциально экспрессированные гены; КФЭК – колониеформирующие эндотелиальные клетки; HCAEC – эндотелиальные клетки коронарной артерии. Note: DEGs –  differentially expressed genes; CFEC – colony-forming endothelial cells; GO – Gene Ontology; HCAEC – human coronary artery endothelial cells. 
Термин GO / GO term
Количество ДЭГ 
внутри термина / 
Number of differentially 
expressed genes within 
the GO term
Общее количество 
генов внутри 
термина / Total 
number of genes 
within the GO term
Доля ДЭГ внутри термина от 
общего количества генов в 
термине / Proportion of DEGs within 
the GO term to the total number of 
genes within the GO term
Классификация генов в отношении функции кодируемых ими молекул / GO Molecular function
Активность VEGF-активируемых 
рецепторов / Vascular endothelial 
growth factor-activated receptor activity
4 6 66,7%
Классификация генов в отношении функции регулируемых ими биологических процессов / GO Biological process
Регуляция пролиферации 
мезангиальных клеток клубочков / 
Regulation of glomerular mesangial 
cell proliferation
3 5 60%
(COL4A1 и COL4A2, в 2,5 и 3 раза соответственно) и 
субъединицы основного коллагена экстрацеллюляр-
ного матрикса (COL1A1 и COL1A2, в 926 и 43,5 раза 
соответственно). В свою очередь, HCAEC характери-
зовались повышенной экспрессией гена транскрипци-
онного фактора Notch-пути HEY2 (в 523 раза), а также 
гена эндотелиальной нитрооксидсинтазы NOS3 (в 4,9 
раза) и гена FLT1 (кодирует VEGFR1, в 3,9 раза). 
Сравнение профиля генной экспрессии КФЭК и 
HCAEC по мануально аннотированным категориям 
показало, что КФЭК гиперэкспрессируют гены, ко-
дирующие белки, обеспечивающие развитие крове-
носных сосудов (5 ДЭГ против 0 гиперэкспресси-
рованных у HCAEC), однако HCAEC характеризу-
ются большим количеством ДЭГ, кодирующих бел-
ки, ответственные за целостность эндотелиального 
барьера (15 против 8 гиперэкспрессированных у 
КФЭК); по остальным категориям значимых разли-
чий не выявлено.
Исходя из базового профиля дифференциально 
экспрессированных между двумя изученными по-
пуляциями эндотелиальных клеток генов можно 
предположить, что КФЭК характеризуются усилен-
ным синтезом белков базальной мембраны (колла-
гена IV типа) и экстрацеллюлярного матрикса (кол-
лагена I типа), а также экспрессируют маркеры всех 
трех направлений эндотелиальной дифференциров-
ки (артериальной, венозной и лимфатической).
Обсуждение
КФЭК представляют собой клеточную популя-
цию, которая может быть получена из различных 
источников: периферической и пуповинной крови, 
плаценты [15–17], костного мозга [18], белой жиро-
вой ткани [19], периферической легочной ткани [20], 
индуцированных плюрипотентных стволовых или 
эмбриональных стволовых клеток [21]. Эта культура 
характеризуется эндотелиальным иммунофенотипом 
(CD31+, vWF+, KDR+, CD146+, CD45-), способностью 
к интернализации ацетилированных липопротеинов 
низкой плотности и связыванию агглютинина Ulex 
Europaeus, а также выраженной васкулогенной и про-
лиферативной активностью [6, 22]. Сочетание эндо-
телиального фенотипа с высоким пролиферативным 
и неоваскуляризационным потенциалом позволяет 
рассматривать КФЭК как эффективный инструмент 
регенеративной медицины, в том числе предвари-
тельной эндотелизации и васкуляризации [23] ткане-
инженерных прототипов медицинских изделий. В то 
же время применимость КФЭК для вышеуказанных 
задач в значительной степени зависит от их сходства 
со зрелыми сосудистыми ЭК, к примеру HCAEC, что 
особенно важно при заселении внутренней поверх-
ности сосудистых графтов малого диаметра.
КФЭК ожидаемо были схожими с HCAEC (470 
ДЭГ). Анализ по категориям «Генной онтологии» не 
выявил значимых различий; в то же время мануальное 
аннотирование ДЭГ показало, что КФЭК гиперэкс-
прессируют маркеры всех трех направлений эндо-
телиальной дифференцировки (KDR, vWF, CD34, 
NRP2, FLT4 и LYVE1) в сравнении с HCAEC. Такой 
тип экспрессии подразумевает, что КФЭК могут быть 
дифференцированы в артериальный, венозный или 
лимфатический эндотелий и ближе к последнему, 
чем к HCAEC вследствие более высокой экспрессии 
маркера лимфатического эндотелия LYVE1. Более 
того, КФЭК гиперэкспрессировали маркер венозного 
эндотелия NRP2 в сравнении со HCAEC, предполагая 
их промежуточную иерархию между артериальны-
ми и венозными ЭК. Это подтверждается повышен-
ной экспрессией генов COL1A1, COL1A2, COL4A1 и 
COL4A2 в КФЭК по сравнению с HCAEC, что свиде-
тельствует о повышенном синтезе КФЭК компонен-
тов эндотелиальной базальной мембраны.
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Заключение
Базовый профиль генной экспрессии колоние-
формирующих эндотелиальных клеток близок к та-
ковому у эндотелиальных клеток коронарной арте-
рии и связан с проявлением эндотелиального фено-
типа. Показана повышенная способность КФЭК к 
организации эндотелиальной базальной мембраны. 
Следовательно, колониеформирующие эндотели-
альные клетки могут быть подходящей клеточной 
популяцией для эндотелизации биодеградируемых 
сосудистых графтов in vitro.
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